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摘要 : 针对 非 完 全 变态 类 昆虫 发 育 关键 基因 的 研究 相对 匮乏 , 尤其 缺少 Hox 基因 家 族 的 基因 结构 和 序列 信息 。 为 了 
研究 Hox 基因 家 族 成 员 之 一 的 Ubx 基因 在 非 完 全 变态 类 昆虫 中 的 结构 特点 , 本 实验 选取 乳 草 长 晴 Oncopeltus fasciatus 
(Dallas, 1852) 为 代表 , 应 用 RACE 和 RT-PCR 技术 , 对 其 Ubx 基因 的 全 长 开放 阅读 框 进 行 元 隆 。 结 有 果 显 示 : 乳 草 长 
晴 Ubx 基因 (Of-Ubx) 开 放 阅 读 框 全 长 888 bp, 推测 的 完整 蛋白 含有 295 个 氨基 酸 。Southern blot 证 实 Ubx FEA LAA 
贝 形式 存在 且 含 有 内 含 子 。 在 Of-Ubx 的 YPWM 基 序 和 同 源 异型 结构 域 之 间 存 在 选择 性 剪接 位 点 , 可 产生 3 种 不 同 
转录 本 。 分 析 以 上 实验 结果 ,发现 乳 草 长 晴 与 黑 腹 采 蝇 Drosophila melanogaster (Meigen, 1830) 的 Ubx 基因 拥有 相似 
的 剪接 位 置 、 剪 接 体 组 合 和 边界 序列 ， 提 示 它 们 很 可 能 具有 相似 的 剪接 机 理 。 这 是 Ubx 基因 的 多 转录 本 现象 在 昆虫 
纲 中 采 蝇 属 以 外 类 群 中 的 首次 详尽 报道 。 
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Abstract: The researches focusing on key developmental genes in non-holometabola insects are relatively 





insufficient, especially for the reports on the structure and sequences of Hox genes. In order to understand 
the structure of Ubx gene (a member of Hox genes) in non-holometabola insects, we selected the large 
milkweed bug, Oncopeltus fasciatus (Dallas, 1852) , as a representative, and used RACE and RT-PCR to 
clone the whole ORF of Ubx gene. The results showed that the full-length ORF of Ubx gene of O. fasciatus 
( Of-Ubx) is 888 bp, encoding 295 aa. Southern blot analysis verified that Of-Ubx exists as a single copy 
and has introns within it. We found alternative splicing sites between YPWM and homeodomain motif, 
which lead to 3 types of transcript variants. Compared with the Ubx gene from Drosophila melanogaster 
(Meigen, 1830) , Of-Ubx had similar splicing sites, conserved elements around splicing sites and isoform 
combination, suggesting that their splicing mechanism should be similar. This is the first detailed report 
about the multiple transcripts of Ubx genes within Insecta except for the genus Drosophila. 
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作为 关键 而 保守 的 发 育 基因 ， 同 源 异 型 基因 族 
(homeotic genes, Hox ) 不 仅 在 动物 个 体 体 市 特征 的 
发 育 上 起 着 关键 作用 ,其 功能 进化 也 深刻 影响 了 两 
侧 对 称 动物 喘 体 模式 (zootype ) 的 演化 和 多 样 性 形 
成 (McGinnis et al., 1984; Slack et al., 1993; = 
上 昭和 杨 星 科 , 2006), 。 围 绕 Hox 基因 的 研究 开辟 了 
通过 关键 发 育 基因 探究 生物 进化 机 理 的 新 途径 , 促 
使 了 进化 发 育 生 物 学 ( evolutionary developmental 
biology , Evo-Devo ) 的 诞生 。 


基金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 项 目 (30725005; J0930005 ) 


Ultrabithorax ( Ubx ) 基因 是 模式 生物 黑 腹 果 量 
Drosophila melanogaster ( Meigen, 1830) KY 8 7+ Hox 
基因 中 被 研究 最 为 广泛 的 一 个 。 其 在 有 果 蝇 的 后 胸 及 
前 腹 节 表达 , 决定 了 包括 上 皮 、 中 板 和 外 周 神经 系 
统 以 及 中 胚层 组 织 中 许多 细胞 系 的 体 节 特异 性 特征 
(Akam, 1983; Weatherbee et al., 1998; Hersh et al., 
2007). Ubx AP Bj FJ PR se Wh J 2 
( homeodomain ) 基 序 与 下 游 靶 标 DNA 结合 , EN Yg 
另 一 保守 基 序 YPWM 则 与 辅 因 子 Extradenticle 
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(Exd) 结 合 。 在 Ubx 基因 中 , 这 两 基 序 之 间 有 巨大 
的 内 含 子 和 3 个 独立 的 小 外 显 子 ,分别 命名 为 元 件 
B, microexon I(mI) 和 microexon II( mll) ,对 其 选择 
性 剪 切 产生 了 6 种 Ubx 和 蛋白 亚 型 (O'Connor et al., 
1988; Kornfeld et al., 1989) 。 免 疫 化 学 反应 证 实 , 6 
种 不 同 的 蛋白 亚 型 在 果 晶 胚胎 中 有 不 同 的 时 空 表达 
图 式 ( Lopez and Hogness, 1991), 不 同 的 Ubx 亚 型 
lie] ASE AY SCE ( Reed et al., 2010)。 其 中 , Ia 
(E ml M mil) fl Ib E B, ml 和 mll) 型 主要 在 上 
皮 、 中 胚层 和 外 周 神 经 系统 表达 , la(  mll) Hb 
( 含 B 和 mll) 型 主要 在 中 枢 神 经 系统 、 上 皮 、 中 胚层 
和 外 周 神经 系统 中 表达 , IVa ( B) A IVb 型 则 主 
要 在 中 枢 神 经 系统 中 表达 。6 种 亚 型 的 Ubx A A at 
别 在 表达 组 织 中 发 挥 决定 体 世 特异 性 特征 的 作用 
(Reed et al., 2010) 。 

feb Ubx 基因 中 ,对 小 外 显 子 B, ml 和 mil 
Wc EY RE, PT ER 59 6 
(resplicing) 方 式 实现 的 。 如 有 果 去 除 5 msh FA 
小 外 显 子 ml 间 的 内 含 子 , 可 在 二 者 连接 处 产生 保 
SFA SDL, TEA ZIPPY BR ml 和 下 游 内 
含 子 的 信号 。mll 也 拥有 相似 的 结构 和 推测 剪接 过 
程 。 采 用 这 种 再 剪接 机 制 , 可 避免 进行 长 距离 剪接 
时 剪接 信号 位 点 间 的 苋 争 (Hatton et al., 1998), H 
前 认为 , 小 外 显 子 以 修饰 调整 同 源 异 型 结构 域 和 
YPWM 之 间距 离 的 方式 发 挥 作用 。 此 外 , Ri Ubx 
HAH 3’ tag JE Sa 145 X (untranslated region, UTR) 也 
存在 不 同 的 转录 本 , 并 在 特定 情况 下 受到 miRNA 
的 调控 (Thomsen et al., 2010) 。 

Ubx FETA Pace BY He RIA SK, ERE 
属 中 广泛 且 保 守 存 在 (Bomze and López, 1994) ,但 
FLA PARA. BSE, ER BAP, 大 
量 的 研究 只 集中 于 全 变态 类 模式 昆虫 。 在 非 完全 变 
态 类 昆虫 中 , 目前 尚 无 Ubx 基因 完整 蛋白 编码 信息 
和 不 同 转录 本 的 报道 。 

SLÆKKE Oncopeltus fasciatus ( Dallas, 1852) Ë 
ETF E| Se BK ZIBB, ARIMR 
HKE, FHP OC UR at AY milkweed bug, K 
物种 主要 分 布 在 美国 东南 部 , Ze A J PL 
类 植物 。 作 为 半 翅 目 中 的 模式 昆 忠 ,因为 易于 饲养 
MEH, 其 被 广泛 应 用 于 发 育 生物 学 研究 已 达 半 个 
多 世纪 ( Butt, 1949) 。 作 者 以 其 作为 非 完全 变态 类 
昆虫 的 代表 ,对 其 Ubx 基因 的 开放 阅读 框 (open 
reading frame，ORF) 全 长 进行 克隆 , 并 推测 完整 重 
白 序列 , 探讨 其 多 转录 本 现象 ,为 今后 Ubx 基因 结 


构 与 功能 研究 提供 基础 。 
1 材料 与 方法 


1.1 供 试 材料 

SLE KR O. fasciatus 材料 取 目 英国 剑桥 大 学 
动物 学 系 ， 其 最 初 来 源 为 美国 Carolina Biological 
Supply 公司 。 在 25 培养 条 件 下 , FLEA A= BB 
SIDE ia ithe 7.5 ~8 d, 其 后 奉 虫 经 历 5 KA 
长 为 成 虫 。 从 卵 至 死亡 共计 9 ~11 Jal, USE ATA 
期 的 卵 并 置 于 液 氮 快速 灭 活 ,， 随后 标本 保存 于 
-70C 低 温 冰 箱 中 。 

本 实验 所 用 PCR 引物 由 Sigma 公司 合成 。 
Smart" Race cDNA Amplification Kit 试剂 盒 购 自 
Clontech 人 公司， 逆转 录 酶 、Taq 酶 、 DNase I ( RNase 
free) 和 地 高 辛 标 记 与 检测 试剂 盒 购 日 Roche 公司 。 胶 
回收 试剂 盒 为 Qiagen 公司 产品 。pGEMS-T 载体 购 自 
Promega 公司 。Trizol 试剂 和 大 肠 杆菌 Escherichia coli 
DH5a 感受 态 细 胞 购 目 Invitrogen 公司 。 

1.2 Fle Kae RNA 的 提取 和 cDNA 第 一 链 的 
合成 

Ubx 基因 在 乳 草 长 央 的 胚胎 阶段 有 持续 的 表 
达 , 取 所 有 龄 期 的 卵 混合 物 ( 约 50 ~ 100 mg), I 
Trizol 试剂 操作 说 明 提取 总 RNA。 加 入 总 RNA 和 
M-MuLV RT 反 转 录 试 剂 进行 cDNA 第 一 链 的 合成 ， 
引物 为 Oligo( dT) 18 或 特异 性 引物 。 经 DNase I 处 
理 去 除 基因 组 DNA, 

1.3 乳 草 长 晴 Ubx 基因 全 长 ORF 与 选择 性 剪接 
体 的 获得 

根据 乳 草 长 晴 不 完全 Ubx 基因 序列 (GenBank 登 
录 号 为 AY627359. 1 和 AY627360. 1) 设计 RACE 5| 
物 , 扩 增 Ubx 的 5 和 3 末端 , 实验 步 又 参照 Smart" 
Race cDNA Amplification Kit 说 明 进 行 。 根 据 测 序 得 
到 的 末端 序列 ,设计 引物 UbxUTRF 与 Ubx UTRR 扩 
增 Ubx ORF 全 长 , 并 经 测序 证 实 。 本 实验 所 用 引物 
序列 见 表 1。 引物 由 英国 Geneservice 公司 合成 。 

使 用 UbxUTRF 与 UbxUTRR 作为 一 级 引物 ， 以 
Be YPWM 区 域 的 Ubx-sF 和 跨 同 源 异型 结构 域 区 域 
的 Ubx-sR 作为 般 套 引物 , 以 cDNA 为 模板 进行 选择 
性 剪接 体 扩 增 。 扩 增 程序 为 94% 预 变性 1 min; 
94°C ASHE 30 s, 62% 退火 30 s, 72% 延伸 1 min, 30 
个 循环 ; 72 延伸 10 min。 产 物 经 珠 脂 糖 凝 胶 电泳 
后 分 出 条 带 , 分 别 经 切 胶 纯化 后 克隆 并 送 Source 
BioScience 公司 完成 测序 。 
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R1 本 研究 所 用 的 引物 


Table 1 Primer pairs used in this study 


引物 Primer 序列 Sequence (5’ -3') 作用 Function 
Ubx-F1 AGTCCACGCCCTCTGTCACACCGA | 
Ubx-F2 CGATCAAGGAGCTGAACGAGCAGGAGAA 3 RACE 
Ubx-R1 TGATTGGCAGGCTGTCGATGGAGTTGT | 
Ubx-R2 GCTTCGTGGTGGAGTAGTIGACGCTGGT 5 RACE 
UbxUTRF TTATTACGTCTCCGTCAGTAGTCTGT 扩 增 全 长 编码 区 
UbxUTRR TACAAGATAAACGGAAGGTGGACGA Amplification of the whole encoding region 
Ubx-sF ACTCCATCGACAGCCTGCCAATCAC 选择 性 剪接 区 域 扩 增 
Ubx-sR CCTTCTICAGCTTCATCCTCCTGTTCT Amplification of the alternative splicing regions 
T7 TAATACGACTCACTATAGGG 载体 引物 
SP6 TATTTAGGTGACACTATAG Vector primers 


1.4 AAKE Ubx 基因 的 基因 组 结构 

在 经 限制 性 内 切 酶 酶 切 的 基因 组 DNA 中 ， 
Southern blot 杂交 可 用 来 检测 是 否 存 在 与 探 针 同 源 
的 片段 。 作 者 使 用 DIG High Prime DNA Labeling 
and Detection Starter Kit 标记 Ubx ORF 全 长 片段 和 
Ubx 片段 (包含 YPWM Eve KI, 但 不 包含 多 变 
剪接 位 点 ) ,以 制备 地 高 辛 标记 探 针 。 使 用 EcoR I 
等 内 切 酶 酶 切 乳 草 长 赌 基因 组 DNA。 将 酶 切 后 
DNA HEFT OR HS a BE HK, 各 泳 道上 样 量 为 15 
wg， 并 同时 上 样 DNA 分 子 量 标 准 。 电 泳 后 , OR BE 
胶 与 格 尺 置 于 紫外 灯 下 共同 拍照 , 据 DNA 分 子 量 
标准 条 带 估 算 ， 自 点 样 筷 向 下 不 同 距 离 处 的 分 子 
量 。 使 用 传统 印迹 方法 将 DNA 片断 直接 转移 至 尼 
龙 滤 腊 上, 使 用 预先 准备 的 地 高 六 标记 探 针 杂 交 滤 
fe, 最 后 经 2 x SSC/0.1% SDS 及 1 x SSC/0.1% 
SDS 洗 膜 后 , 使 用 NBT/BCIP 方法 显 色 , 显示 出 与 
探 针 同 源 的 杂交 片段 。 并 根据 与 格 尺 距离 的 比较 ， 
粗略 估计 杂交 条 融 的 分 子 量 , 以 此 初步 检测 Ubx 在 
乳 草 长 赌 基因 组 中 的 拷贝 数 和 内 含 子 情况 。 
15 生物 信息 学 和 序列 分 析 

使 用 Primer 5.0 软件 设计 引物 。 使 用 BioEdit 
软件 处 理 测序 结果 并 预测 和 蛋 日 一 级 序列 。 利 用 
NCBI 的 BLAST 和 ORF Finder 程序 进行 Ubx 序列 同 
源 性 和 开放 阅读 框 分 析 。 利 用 PROSITE 数据 库 
(http: //www. ebi. ac. uk/Tools/ppsearch ) 进行 Ubx 
E AEF (motif) 分 析 。 利 用 DNAStar Protean 软件 
预测 Ubx E A RAG REK 


2 HR 


2.1 乳 草 长 晴 完 整 Ubx 基因 全 长 ORF 的 克隆 
通过 RACE 与 RT-PCR 分 析 , 获得 包含 Ubx 全 


长 ORF 的 cDNA F E (GenBank 登录 号 为 
HQ166177) 。 序 列 全 长 1 075 bp, 5’ UTR 158 bp, 
3’ UTR 29 bp, ORF 为 888 bp, 编码 295 TARM, 
经 BLAST 确认 , 该 cDNA 厂 段 与 完 前 报道 的 Ubx 不 
完整 序列 (GenBank 登录 号 分 别 为 AY627359.1 和 
AY627360.1) 有 高 度 一 致 性 。 但 原 序列 AY627359. 
1 中 存在 明显 的 读 码 框 吻 位 和 起 始 密码 子 读 取 错 
误 。 由 于 存在 选择 性 剪接 ,总 RNA 中 应 含有 3 种 
不 同 Ubs 亚 型 的 转录 本 。 此 克隆 为 表达 量 最 大 的 ， 
不 含 两 个 插入 小 外 显 子 的 转录 本 。 

根据 核酸 信息 预测 蛋白 质 序 列 ， 并 使 用 
PROSITE 数据 库 进行 基 序 分 析 , 发 现 了 同 源 异型 结 
构 域 (HOMEOBOX_1) 与 YPWM( ANTENNAPEDIA) 
两 个 匹配 基 序 。 
2.2 AAKE Ubx 基因 单 拷贝 及 内 含 子 检验 

根据 Southern blot 结果 , 全 长 Ubx ORF 探 针 在 
ZL EE TSR AEA ZH DNA 中 杂交 ，, 得 到 ecoR 1 5 kb 28 
AER, Hindi 10 kb 与 6 kb 条 融和 Neo Í /Ssp I 
1.35 kb 与 800 bp 条 市 (图 1: A), Ubx 5' 探 针 在 乳 
ELT HR O. fasciatus 基因 组 DNA 中 杂交 ,得 到 Eco R 
I >12 kb 4H, Hind Il 10 kb 2, Pst I >12 kb 
Bie A Nco | /Ssp I 800 bp 条 带 ( 图 1: B), 

Ubx 5' 探 针 在 各 个 酶 切 泳 道 仅 得 出 一 条 杂交 条 
市 , 文 持 Ubx 基因 在 乳 草 长 晴 基 因 组 中 为 单 拷贝 ， 
与 其 他 昆虫 中 情况 相同 。 全 长 Ubx ORF 探 针 在 
Hind Fl Necol/Ssp[ 酶 切 泳 道 分 别 得 到 两 条 杂交 条 带 ， 
而 所 有 内 切 酶 在 全 长 Ux ORF 中 并 无 酶 切 位 点 , 此 
结果 文 持 在 Ubx 5' 的 YPWM 区 域 下 游 存 在 内 含 子 ， 
酶 切 即 发 生 在 内 含 子 中 。 含 有 Ubx 5' 区 域 的 EcoRI > 
12 kb 条 带 和 PsT>12 kb 条 带 , 在 全 长 Ubx ORF J 
针 杂 交 中 可 能 因 区 域 背景 较 高 而 未 能 被 分 辨 出 来 。 
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A B 
1 2 3 4 1 2 3 4 
F Pst I >>12 kb 
< Hindl 10 kb À x 
<< Hindlll 6 kb EcoR 工 >12 kb Hind Ill 10 kb 


| 


EcoR Í 5 kb 


Nco Í /Ssp Í 1.35 kb > 


Nco I /Ssp 1 800 bp > Nco I /Ssp I 800 bp > ~~ 


图 1 乳 草 长 晴 Ubx 基因 Southern blot 结果 
Fig. 1 Southern blot of Ubx gene in Oncopeltus fasciatus 
genomic DNA 
A: 使 用 全 长 Ubx ORF 探 针 杂交 Hybridization with Ubx whole ORF probe; 
B: 使 用 Ubx 5' 区 域 探 针 杂 交 Hybridization with Ubx 5' region probe. 1; 
EcoRI 酶 切 EcoRI digestion; 2; Hind $Y) Hind] digestion; 3; PstI 酶 切 
Pst| digestion; 4; Ncol/ Sspl 酶 切 Ncol/ Sspl digestion. 


2.3 FH Ubx 基因 的 3 种 cDNA 


与 同 源 异 型 结构 域 之 间 选 择 性 剪接 常 发 区 域 , 目标 
产物 长 度 约 250 ~ 350 bp, 经 克隆 测序 后 得 到 3 种 
不 同 的 cDNA 序列 形式 ,分 别 命名 为 乳 草 长 晴 O. 
fasciatus Of-Ubx-l 型 ( GenBank % 录 5: 
HQ166175 ). OF Ubx-H 型 ( GenBank 登录 号 : 
HQ166176) 和 Of-Ubx-IV 型 ( GenBank 登录 号 : 
HQ166177 ) 。 序 列 比 对 发 现 , I 型 cDNA ORF ft II 
型 ORF 5 vin 45 bp, 将 此 片段 命名 为 小 外 显 子 I 
(O. fasciatus microexon I, Of-ml); I Æ! ORF $% IV 
型 ORF 5' 端 多 48 bp, 将 此 片段 命名 为 小 外 显 子 I 
(O. fasciatus microexon II, Of-mll) 。 
2.4 JAKIE Ubx 基因 的 选择 性 剪接 体 

通过 Southern blot 分 析 , 确定 Ubx 基因 应 为 单 
揽 贝 基因 。 因 此 ,以 上 发 现 的 3 种 转录 本 应 为 基于 
相同 的 基因 组 DNA, 经 过 选择 性 剪接 产生 。 序 列 信 
息 比 对 见 图 2。 

比较 其 与 黑 腹 果 蝇 的 选择 性 剪接 体 , 可 发 现 
两 者 剪接 发 生 位 置 \ 两 侧 外 显 子 序 列 及 剪接 体 组 
成 都 很 相似 。 但 比较 两 者 间 小 外 显 子 序列 , 相应 
片段 核 苷 酸 的 序列 一 致 性 低 于 36% , 氨基 酸 则 低 
于 15% 。 剪 接 位 点 信息 的 比较 见 表 2。 这 暗示 了 
进化 限制 更 多 的 是 针对 多 变 甬 接 的 位 置 与 长 度 而 


以 cDNA 为 模板 进行 RT-PCR 反应 , 扩 增 YPWM — 非 一 级 序列 。 
A 
Ubx-sF 
ACTCCATCGACAGCCTGCCAATCACACATTTTACCCATGGATGGCCATTGCAGgt 55 
aagttggaacatggcectagcggaagaacactcgcaagacgagggtaaggcggagttatacgacagagggaa 126 
ggagctgcatiggctgttgaGAGCGAACGGCCTCCGACGGCGCGGACGACAGACCTAC 184 
ACGAGGTACCAGACGCTGGAGCTGGAGAAGGAGTTCCACACGAACCACTACCT 237 
CACGAGGCGGCGGAGGGTAGAGATGGCCCACGCCCTCTGTCTCACCGAGCGGC 290 
AGATCAAGATCTGGTTCCAGAACAGGAGGATGAAGCTGAAGAAGG 335 
Ubx-sR 
B 


LHRQPANHTFYPWMAIAGKLEHGLAEEHSQDEGKAELYDRGKELHWLLRIAN 31 

GLRRRGRQTYTRYQTLELEKEFHTNHYLTRRRRVEMAHALCLTERQIKIWFQ 103 

NRRMKLKK lll 
图 2 PAKEA ERRAR ( A) 和 氨基 酸 序 列 (B) 


Fig. 2 Partial nucleotide (A) and amino acid sequences ( B) of Ubx cDNA alternative splicing region in Oncopeltus fasciatus 
A: 核 苷 酸 序列 Nucleotide sequence. 下 划 线 指示 所 用 引物 位 置 ,斜体 小 写字 母 指 示 小 外 显 子 ml, 加 下 划 线 斜体 小 写字 母 指示 小 外 显 子 mll 区 
域 The underlined letters indicate the sites of primers, the italic lowercase letters indicate microexon I, and the underlined italic lowercase letters indicate 
microexon Il; B; 氨基 酸 序 列 Amino acid sequence. 下 划 线 指示 ml 区 域 , 方 框 指示 mll 区 域 The underlined letters indicate the region of microexon 


I, and the letters with frame indicate the region of microexon II. 
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snypiospf 
UTIMH JAC 
OUOHHHTIO9NV Sr DIVVIAODAOVO CV NOVVIAD/OVO OVIVN Md ALL snyjadoouQ) 
THMOUCATAVS OSHAAV ISHA IT 
Apa lk 
Lit Lit 
Jajspsouvjaul 
JIMddT JW 
OOHHHTIO9NL IS VOVVIAD/SOVO IS VƏVYNƏ/ƏVƏ OVIVN Md ALL pyrydosoiq 
TSOVISASAUM ISI99KOLTGSNIX w" 
HERE 
souonbes Proe Əouənbəs pror 
(proe ourure ) OuUIWe Jo OuUIWe Jo 
ays 3urords əy} AKqyturrojuoo AKqyturrojuoo (poe ouruue ) 
jo puwa} , ç jo xopuy ƏəouənbDəs (əpnoə[ənu ) (əpyoəpnu ) jo xopuy əəuənbəs (əpyoəpnu ) (əpyoəpnu ) ays Surords əy} 
ppow puny 
(ee ) Wr ( % ) M4 BE Ke — proe ourmuy umu II uoxəorərtu /uoxr , ç ( % ) M4 BE Ke — priore oumy umu I uoxəodoru /UOXT ,ç jo pumo} ,ç 
w w ie (A [fz 
£ AG fe [|£ Ll Sal Fe [|£ Ll Sal Fe uH Gu)llu C ANG, 6 MHARE [k Ll Sal Fp (WU) asf m) Ia J€ ç (ee) Bac YJAM 
UOXH ,€ UOXY ,¢ 
ITur-JO IJ 
FEE FENGS 


snmysvf snyədosug pue Jəjsp8oup]ətu vpydosorq UIMP SIPS SuDirids 9ADeuxeIe JO UOSLIedUIOD BUT, Z AQL 


BAHAY RES Meee Ce 


4 期 


ml 和 mII 的 3 边界 序列 符合 外 显 子 /内 合子 的 
GT-AG 原则 。 进 一 步 比 较 外 显 子 E5' 与 ml, E5' 与 
mll 两 处 连接 位 点 ,发 现 连接 处 产生 的 保守 区 域 与 
果 蝇 中 极为 相似 , H J Aa te E AY) 5 vine BY Be aL R 
2) 。 这 上 暗示 了 ml #l mll 可 陆续 与 E5 BRE, 并 被 处 


ml 
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理 为 内 含 子 。3 MARES T Ko 23 H] R BA I] 
的 ,结合 外 显 子 跳跃 (exon skip) FI 5’ W tE PE BY 
42% ( alternative 5’ splicing) 方 式 的 再 剪接 机 制 形成 的 
(图 3) 。 该 剪接 方式 报道 很 少 , 在 Hox 基因 家 族 中 
AM ULF FEE Ubx 基因 的 报道 (Hatton et al., 1998) 。 


E3' 








Isoform Of-I 


[ RN | T| | 
Isoform Of-II 


Isoform Of-IV 


图 3 和 乳 草 长 晴 Vbx 基因 选择 性 剪接 机 制 
Fig. 3 The mechanism of alternative splicing of Ubx gene in Oncopeltus fasciatus 
ES’: 5’ sb ef Exon 5’; ml; 小 外 显 子 I Microexon 1; mll; 小 外 显 子 I Microexon H; E3’; 3" 端 外 显 子 Exon 3’; Isoform Of-1; 工 型 乳 草 长 晴 Ubx 
转录 本 Transcript of Ubx gene in O. fasciatus, type 1; Isoform OFI: I AFLA KIA Ubx 转录 本 Transcript of Ubx gene in O. fasciatus, type Il; Isoform 
Of-IV : IV RILE KIE Ubx 转录 本 Transcript of Ubx gene in O. fasciatus, type IV. 


3 讨论 

H Of-Ubx-I #4 I AYA IV 型 cDNA 分 别 推 导 氮 
基 酸 序列 , 并 使 用 DNAStar Protean 软件 进行 小 外 显 
F ml 和 mll 和 蛋白 序列 的 二 级 结构 . 亲 水 性 和 柔韧 性 
等 的 预测 。 根 据 Garnier-Robson 算法 和 Kyte- 
Doolittle 算法 , ml 与 mi KE w- 螺 旋 结 构 , 并 有 具 
明显 的 杀 水 性 。 比 较 黑 腹 果 蝇 Ube 基因 中 的 小 外 显 
FRE, 其 具 亲 水 性 和 柔韧 性 , 但 二 级 结构 并 不 明 
确 , 推测 为 B- 折 秋 或 转角 结构 。 据 此 猜测 ， 选 择 性 
均 接 中 小 外 显 子 的 二 级 结构 在 进化 上 并 不 保守 ,而 
杀 水 性 对 其 可 能 更 具 意 义 。 

对 以 上 证 据 进 行 绽 合 分 析 ,， 可 以 确定 在 黑 腹 果 
WAILAKI ZH, Ubs 基因 的 结构 , 尤其 是 选择 
性 剪接 现象 具有 高 度 的 相似 性 。 选 择 性 表达 的 小 外 
显 子 , 均 是 在 保守 的 位 置 , 通过 调整 同 源 异型 结构 
域 和 YPWM 之 间 的 距离 来 发 挥 作 用 ,其 序列 和 二 


级 结构 则 并 不 保守 。 二 者 均 采 用 少见 的 再 剪接 机 
|, 提示 了 YPWM 和 同 源 异 型 结构 域 间 距离 的 分 
步调 他, 可 能 是 实现 不 同 转录 本 功能 多 元 化 的 主要 
方式 。 

此 外 ，Ubx 基因 还 存在 不 同 的 3”UTR BY Be, jH 
对 于 AY627360.1 中 的 序列 , 本 实验 通过 3’ RACE 
获取 的 3' UTR 区 域 长 度 更 短 ( CenBank 登录 号 : 
HQ179764) , 且 两 者 都 具有 末尾 ploy A 信号 。 这 也 
暗示 了 乳 草 长 晴 与 黑 腹 采 晶 类 似 , 更 短 的 3’ UTR 
具有 更 少 的 miRNA 调控 位 点 。 利 用 不 同 长 度 3 
UTR 的 表达 选择 , 可 以 使 Ubx 基因 接受 不 同 程度 的 
miRNA 转录 后 调控 (Thomsen et al., 2010) 。 
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